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Studies on Variation of ITS Sequences with Different Ploidy 
and Its Aneuploid in Allium tuberosum 


DAI Bo'[] GU Hong-Ya'[] QU Li-Jia [] YU Hong 
0 1 School. of Development Studies[] Yunnan University[] Kunming 650091[] China[] 2 Laboratory of Ecogenetics[] 
College of Life Science[] Yunnan University[] Kunming 650091[] China] 3 The National Laboratory of 
Protein Engineering and Plant Genetic Engineering[] Peking University[] Beijing 100871[] Chinal] 


Abstract[] The ITS regions of 2 closely related species Allium tuberosum КоШег. ex Spreng. and Alllium 
ramosum L. in Allium Sect.  Rhiziridium С. Don were amplified] cloned and sequenced. The genetic re- 
lationships among 10 materials of diploid[] triploid[] tetraploid and aneuploid in Allium tuberosum and All- 
lium ramosum were reconstructed based on ITS1 + ITS2 sequences. The results demonstrated that the aver- 
age Kimura pairwise distance between Allium tuberosum and Allium ramosum was 0.0146. They are a pair 
of closely related species. Although it was gone through evolution by artificial selection and natural selec- 
tion[] Allium tuberosum kept little differentiation from Allium ramosum. Sequences of ITS region show that 
there are no evident differentiation among the various diploid[] triploid[] tetraploid and aneuploid of Allium 


tuberosum . 


Key words[] Allium tuberosum|] Allium ramosum|] ITS sequence[] Polyploidy[] Aneuploid 
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П Allium tuberosum Rottler. ex Spreng. O O [] O Allium O O [O Sect. Rhiziridium G. Ооп 
ППППППЦПЦППППППППППППППППП 00 MColunl] 19760 00000 
19820 00000 19850 19900 1996ШПППППППППППППППППППППП 
ПП Allium ramosum L.[] 00000 19900 19960 HH BD B0 O0 0 DB B1) 0 DH BE. O D]. U. D DU 
[1 D] D] 0 2n = 2x 2 160 0 0 U О 2n = 3x 2 40 000 0 0 2а = 4x = 32H. D. U U D D U 
П 2л-3х-1-25П 2n = 3x- 1 223[] 2n = 4x « 12 33 [] HII LH] H] E] HH BH EL E] E] E] LL EE BE. D]. HE HT 
ППППППППППИППППППППЦПППППП DNA ТЧ] internal transcribed spac- 
eni] 98 UO DO DD] O KO DD B. D. UO. D. HU. 7I U 7I UL 0 0 molecular markeri 0 Baldwin 0 0 
19950 O O 0 Sect. Rhiziridum С. Don 20 0000 ПӘПППП РЕПППППППП 
П 10] 1510 1152000000 151 + 520 П0 gppuuuguutuubtutllu 
ППППППП 

ППППППППППППППППППП 2300m 0 0000000000000 
ППППППППЧІЗӘОЦПИППППППППППППППЦПППППППППППИППШП 
ППППППППППППППППЦПЦППППППППППИППППЦПЦПППППИПИП 
ПППППППППППППППППППИППППППИПППЦППППЦППППВПП 
П McCollum[] 1976603 00 О0000О0О0О00О0000000000000000000 
ПППППППППППППППППЦПППППЦПППППППППЦПЦПППППИПИП 
ШПШПШШПППП 1985ШППППШППППППШППШПППШППППППППШППППППП 
ПППППППППППЦПЦПШП 

ПППППППЦПППППППППЦПИППППЦПЦИППППЦППППЦИЦППВПШП 
ПППППППППППППППППППППП ОППППППППППППППП 
ПППППППППППППП ЭОФППППППППППППППППППППЦПП 
ПППППППППП 20%0 0 2а = 4х + 10 2n 23x + 10 2n = 3 - 10000000 
19900 000000000000 0000000000000 000000 


1 000600 

1.1 0000 

00 РМАПООООООООООООООООО TUBZ2U 00 00 000000000000 il 
us 00000О0ООООООООООООО 


Table 1 The names] abbreviation[] location[] chromosome number and origin of the materials 























ПП Species ПП Abb. ПП Location ПППП Chromosome number ПП 5ошсе 

A . ramosum RAM Shidu[] Beijing] wild[] 2nz2x- 16 Dai Bo 9801 

A . tuberosum TUBI Beijing] сауа 2nz4xz32 Dai Bo 9802 

A . tuberosum TUB2 Shanx[] cultivar] 2nz2x-16 Huang Rui-Fu 001 
А. tuberosum TUB3 Kunming] cultivar] 2п = 2х = 16 Huang Rui-Fu 02 
A . tuberosum TUBA Kunming] cultivar] 2nz3xz24 Huang Rui-Fu 003 
A . tuberosum Т0В5 Kunming] cultivar] 2n = 3x = 24 Huang Rui-Fu 004 
A . tuberosum TUB6 Kunming] cultivar[] 2n=3x+1=25 Huang Rui-Fu 005 
A . tuberosum TUB7 Kunming] cultivar[] 2n=3x-1=23 Huang Rui-Fu 006 
A . tuberosum TUB8 Kunming] cultivar[] 2n = 4х = 32 Huang Rui-Fu 007 
А. tuberosum TUB9 Kunming] cultivar] 2л-4х-1-33 Huang Rui-Fu 008 
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1.2 0000 

П ОМАПППИПП СТАВПП Rogers & Bendich[] 1985[T] 

ПӘІППППППРППППППППППППППППППППППППППППЦППРІП 185 
ШМАПППППППППППППП 5 -TCCGTAGGTGAAC CTGCGG - 3'0 ПӘППППППРППП 
whiell 0 19900 000000000 РАП >ФМАППППП 37-40 0000000 5 - TCCTC 





CGCTTATTGATATGC ~ 3'[] 
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PCR [] O O D] 0 Т-еаѕу vector [] OO О0О О EcoR 10 Hind lll ED] O O Marker [] 

















































































































ОООО ПОО PEL 0 руе-рптег Cycle Sequencing Kul] 000000000 E] UE E] L] 
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O mer utl 
1.3 DNA[JU D U U 

DNAD ODODO CLUSTAL УП D] D] Higgins [] O 199200 0 O O 0 neighbor-joining кее] 0 0 Kimura-2 
ППИПППЦПП Kimura-2 parameter genetic distance | MEGA [] ПП Kumar [] [] 1993[] Saitou & Nei[] 19870 
Kimura[] 198100 0 O O O O П maximum parsimony кее ПП PHYLIP O O DNAPARSŲ Felsenstein] 19950 П 
ПППППППІ maximum likelihood кее] U OU НКҮППППЦПП PUZZLE 4.0 0 00 Strimmer & Haeseler|] 
1997[] Hasegawa [] [] 198500 Allium ramosum [] Allium tuberosum П П Ll 0000000000000000 
uuuuüuüuüüuü 000 msi me2ruututututüuttutuLulL mir 59200000000 
2 00000 


2.1 ITS1[] 17528 0000000 
000 10000 500 msn 11520 000 10 


ITS REGION  ITS1 1-248 ITS2 249-501 


RAM 

TUB1 
TUB2 
TUB3 
TUB4 
TUBS 
TUB6 
TUB7 
TUB8 
TUB9 


TUB1 
ТИВ2 
TUB3 
TUB4 


0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 
0000000001 111111111222222222233333333334444444444555555555566666666667 
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 
TAGAGTCCCACTTTGAAAGATTGAGAACTTGTACCTATA CCCATCGAGAACAAGGCAGTAATGCTATAAA 


0000000000000000000000000000111111111111111111111111111111111111111111 
7777777778888888888999999999900000000001111111111222222222233333333334 
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 
TATTGTATTGTTTAGAAGGGTTTCCCTTTGCTACCTTCTTCTTGCTTCACTTGAAGCAAGAAGGAGAGTA 
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TUBS 
TUB6 
TUB7 
TUBS 
TUB9 


RAM 

TUB1 
TUB2 
TUB3 
TUB4 
TUB5 
тов 
TUB7 
ТОВ8 
TUBS 


RAM 

TUBI 
TUB2 
TUB3 
TUB4 
TUB5 
TUB6 
ТОВ? 
TUBS 
TUB9 


RAM 

TUB1 
TUB2 
TUB3 
TUBA 
TUB5 
TUB6 
TUBT 
TUB8 
ТОВ 


1111111111111111111111111111111111111111111111111111111111122222222222 
4444444445555555555666666666677777777778888888888999999999900000000001 
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 
БАЛАЛАР TA TCOGCTCGCE FTGTGCCAAGGACAGOTGTTGTTGGAGEGCACTGTCGTCITTI -TOGAT 


ый ыла а ES ЕТТЕР ат ер 

bx dene зы йыр ШЕ. aU е чы, Мө E сулыу к зс v 
Ts Асыр мара nde тера ды ра dede PA PC on o aud а ОД ds 
крш Ыы араа Аза ыы ын Ы, ЫЫ ы ымыны ада ЫДЫ ҚЫЗАТЫН 
ұта тал жала M Кышын нле ЫН ы а аласа qudestaqpreiecegesereden eA Uus 
РЕ Т. ТРЕ 
ова ed ы Bot cer к кү iod ea ences Е 
LITTLE Ачылыш ыны p Ed артатын ыса л CASS SAGT: 
ssim sed te sud Betreuer кады utet Әмет ма ыы M Las 


2222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222 
1111111112222222222333333333344444444445555555555666666666677777777778 
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 
GTGTAGTGTGCA-TTTTTACAAGCGTGACGT-CTG-AACACACGTCATTCTAAAC-ATCC-ATC-TA-TC 


sunk КК me eq wet СЕЕН te E бырына 
C сла алады auci таста bebes GTSSGU s дерева ам bed C.AT.C...C..C 
ОЕ Pair ийүү ы UT. oec ett temere eg ene e Em PARTE Ор 
Слет екы Lbs н дЫ СС Кийиш ышы Сима дана Ы ҚАМЫР 
СЕ E Quse d sede м А Cert E Т.А 
Кез ауну ИННИ ТМС” 
OE pe tao gni meses Cb o vado eue e: tr ET 
C eee Go hcc t eere ea GR збы алулар Лал a mee hes 
БТА pM UM I CAM Ear ATE Состав mss hase tone МУ cóc 


2222222222222222222222222222233333333333333333333333333333333333333333 
8888888889999999999000000000011111111112222222222333333333344444444445 
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 
C-TAAAATA-TAGGCTTGGT-AGT-AATGGA-TATGGAGATTGACCTTCCGTGCTTTTGAGGTGCGGTTG 


3333333333333333333333333333333333333333333333333444444444444444444444 
5555555556666666666777777777788888888889999999999000000000011111111112 


1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 
GTTTAA-GTGATGGTTGTTGCTAGGTTTGCACGTGGAGAATGGTGTATCGAGGTGTAACACGCGATCTCT 
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ТИЕ з HAE Ae I а RR I ROCA ДОШ ecelesie s e Sede E HEC 4 T eee e EC fee gb e eR 
TUB2 ...... СЕЕН ОБЕРИ КТІ ТРУ еа SE Rt s аа Ық 
ТЫНЫ аа Un АИ eur алалы E EE 
TUBA . ......... ыса ылы еда abire RR em DR ыны атлы 
TUBD. аомазоесиянтардымыла ee ЛЛ ГГ aedi e es MEER 
TÜBO- БА ET A etes ЫЫ We MEL ERAN En REM AES н: 
TÜBT:- ЕЛ sve eut Ne а МЕТИЛЕН 
TUBB: 5522всаррирписеде мика tatit а ИККЕ ДЕНЕА; ЫШ аты тық НЕГЕ 
TUBO. сов ла teda ERA Ша СТД Қала ber co eir ҚЫНА аула ашын 


4444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444 
22222022223333333333444444444455555555556666666666777777777788888888889 
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 

RAM AACTGCGTACAAGAGTCCTAGCAACGATTT-ACAGTAATAGAAACCAATGTCGTTGTTTGCACTATTTGC 

ИО УРУС аР ИУ аат ИРЕ ЕЛШДЕ КЫЫЛ ЛУНЫ ылады 

TUB2 ОРЕ os NR p diea Ч eS os C оға Mo ue eee es ы Ronin ert RO Ақа eni ДЫ "Жұм АСЫЛЫ y og C X us» 

TUBS3 E К-ы час а рс ду бас E AEI EE A E желк ж-а еа СЕЛДЕ: Ж ОЙ A E Аа Жаси үй сга ЖОЛУ E E 

TUBA WO deg. зал Ды a ЛА бақан ЗУ җа ылы Батыры е ia e p ЖОЕ ЭС та NI Recta РАЛЫ ДЕМ AES oet ЧЫКЕ 

TUB5 аэлттық сажын Һа Ы ҚМ а АҢ жа св ЕМЕ еа ағайы Сы x 

TUB6 са d. e qi Uv de de qe AU тама Асы ТЕРА ызаға БАЛКА Катод or К E e EID ан 

TUB7 84 4 9 тана wo a à P 4 d Vou h à WB» * MON M4 Wow à FW Mo» 3 u m d 4 ж А Жжж ew ҰАО Ж өс засы е жасаса аса саат 

TUBR. ^ обамен ЫЫ ОО dise feda deb d О СО ОС tre 

TUB9 аа p an а А a ta pac К СЛ Л С e aE R a айыры aa рро Rr 


44444444455555555555 
99999999900000000001 
12345678901234567890 


RAM AAGAATGGACC 
ШЫ Сеть: 


ТӨ2ҙә......... 
'TUB3 4а... 
тва 
PUBS- я ene 
TUBS- и ашаны 
TUBT 2-22... 
TUBB. eee 
TUB) — eee 


01 11510 11528 00000600 
Fig. 1 Тһе alignment of ITSI апа ITS2 sequences 
üugngggnggagggagpnagnaugngggum."nmngagaggpnpnggagudg -” 00000 
Тһе alphabets and number ahead every row are abbreviation of sample materialí] seen Tab. 100“ ." indicates Һе same base as the first 


uon, j 
гом“ -" indicates a gap. 
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2.2 ТІЗІП 17520 00000 G« cU U 
0010000000000 mig 1520100000 1510000000 24- 
248bpl] LI L] U D] U D] D. L] D. H1] D l1 L|] KU. UO. D. U. DEO. DEL O HI. 10 О0О О inse 000 
ПППППППППИППОРӘПППППӘППППППП 4 -251bp] 0000000 
ППППППІРПИПИППППППППППППППП 0 О D 0 авео ПП 
ШПШШШШПШПППППП 2220 000 тов тов: 6 00000 100000000 
ППППППППППИППППППППП Alium O O reS U П О 0 Dubouzet & Shinodal] 
02 000 11510 17520000 с+с%00 1998010 0 0 O Allium. wallichii Kunth ПП O 
ТаЫе 2 2. ПППППППППППППППЯЦПП 1751 0 
по эзы mescicspeas 42- 2ММП TIU. 245 – 2490 D D 000 
SUE IDE ОСО ЛО do ITS1 + ITS2[] O 501500 0 600000600 
п пї I9 ПУ? ППП 9.18%0 0000000000000 
RAMO 25 ъъ ж бэ IDEO ELE. ВЕ ВИЗИТИ 


TUBI 245 42.4 243 42.3 


TUB 244 48 25 42.6 1.89900 0 1510 152: 0800000006060 
TUB 28 40 2M 427 


TUM 245 40 220 41 ППППППППППЯПППЯППИППИПП 


YUBS 245 41.6 241 42.3 ITS1 + 1192 П П П П П П П П П П А- 
TUB6 244 41.8 240 42.5 
TUB7 245 42.4 242 42.1 27.0%П С-18.2%1 С-24.2%П T 2 30.796[] [] 2 


TUB 248 431 M 221 
Шы сыт NC ON E NER a ыш 


ППППП ПП Сс-СППППП m0 








2.3 Kimura [! [] LI [] 

ПП Кааа2 П 0000000ООООООООООООООО 00000000 
000000000 msi + п52 0 000 0-0.0252 8 01000000 0.01461 0000 
ППППППППППП 0.01788 00 000ОООООООООО 0.0189 00000 
ПППППППППП 0.01258 8000000000000 00 00 0.01830 0000 
ППППППППППППП ООМППППППППППППППППЦПП 0.01360 0 
ОООоОоОоООоОоОоОоОоОоОооооооооооооооооооооооооор 


ППППП 
П 3 10D 1150 000 КішшаП 0 0 0 


Table 3 Pairwise divergence of 10 ITS sequences using Kimura 2-parameter distance 





Pop. RAM TUBI TUB2 TUB3 TUBA TUBS TUB6 TUB7 ТОВ8 ТОВ9 
КАМ 0.0104 0.0210 0.01446 0.0252 0.0125 0.0083 0.0167 0.0146 0.0083 
ТОВІ 0.0047 0.0104 0.0062 0.0146 0.0083 0.0021 0.0083 0.0062 0.0041 
TUB2 0.0067 0.0047 0.0167 0.0252 0.0168 0.0125 0.0146 0.0146 0.0125 
TUB3 0.0055 0.0036 0.0059 0.0188 0.0125 0.0062 0.0104 0.0104 0.0062 
TUBA 0.0073 0.0055 0.0073 0.0063 0.0210 0.0167 0.0210 0.0188 0.0168 
TUBS 0.0051 0.0042 0.0059 0.0051 0.0067 0.0042 0.0146 0.0125 0.0062 
TUB6 0.0042 0.0021 0.0051 0.0036 0.0059 0.0029 0.0083 0.0062 0.0000 
TUB7 0.0059 0.0042 0.0056 0.0047 0.0067 0.0055 0.0042 0.0125 0.0083 
ТОВ8 0.0055 0.0036 0.0055 0.0047 0.0063 0.0051 0.0036 0.0051 0.0083 
TUB9 0.0042 0.0029 0.0051 0.0036 0.0060 0.0036 0.0000 0.0042 0.0042 





ППППППППППППППЦПП Distances in the upper-right matrix. Standard Errors in lower-left matrix 
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2.4 ПП 185000000000 
ПППППП м. тее] 0 20 0 0 Рие4.00П 00000000000 НКҮПП 
0 Hasegawa et al[] 19850 0000/00000 1.4080 H0 HU /DH OL BLBLO BLUE. 1.120 
ПППППППППППП А-21.9%П с= 20.6%0 с = 26.3%0 Т-31.2%П 
RAM 


TUB5 


TUB6 





TUB9 





TUB1 





TUB4 


TUB7 





TUB8 





TUB2 


ТОВЗ 


02 000000 ML тее О Puzie4.00 0000000000 10000 quartet рил ППППППППП 
log L= - 1925.060 0 0 0 0 0 0 
Fig. 2 The maximum likelihood tree based on 10 ITS1 апа ITS2 sequences using PUZZLE 4.0 Strimmer and Haeseler 19970 
according to HKY model. Number on branches are valued] %0 of 1000 quartet puzzling searches. 
log L is - 1925.04] without clock[]. 


ПП 1751 "ПӘППППППППППППППИПППЦИЯПППППМІП 20 0 
00000 A. tuberosum [] D D U D] А.мтоня"ПППППППППППППЦППППШП 
ППППП А. tuberosum [| A.ramsum ПППППППППППППИІӘПППППИП 
ПП А. tuberosumn П ПОООООООООООО 5000000000 


з 00 

ПП 50000 00000000000000000000000000000 
ШШШШППППППППППШППППППППППППППП п5 0000000 
ПППППППППППИППППППППЦПППИПППППП 19820 00000 19850 
19900 19907 00000000 0ОООООООООООоОоОООООООоОоООООрО 
ООООООоООоОоОоОоОоОооОоОоооооооооооооооооо 00000 
СЕЕ СОЕ ЕУ ЕЕЕ Д ЕСО ЕА АЕ ААД. 
ОООоОоОООоОоОоОоОоОоОоооооооОоО 00 1986ШПППППППППППП 
ООООООоОоОоОоОоОоОоОоОоОоОоОооооооо 0000 19802000000 198511 

ШШППШШПШППП5$ПППППШПШПШППППППППППППШПППППППППП 
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ШШППШШПППППШПШППППППШППППЦППШПШПППППШШПППППП su 
ШППШПШШПППППШППППППШПППППППППППППППППППП 


ШП B0 П DD 


ППППППП1980.ПППППП 1400 MD. 000000000 210—213 
ПППППППППППП 1990. ППППППППППАПППППППППППППППППППППМОАП 
0000000000 84—85 
Baldwin BG[] Sanderson JM] Wojciechowski МЕП et а/П 1995. Тһе ITS region of nuclear ribosomal DNA[] A valuable source of evi- 
dence on angiosperm phylogeny] ВО. 
Dubouzet ЈСО Shinoda КО 1998. Phylogeny of Alllium L. Subg. Melanocrommyun{] Webb et Berth. П Rouy based on DNA sequence 
analysis of the internal transcribed spacer region of nrDNA[] RO. Theor. Appl. Genet 
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